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(57) Abstract: The invention relates to a method 
for detecting and/or quantifying the binding of first 
molecules (16) to second molecules (18) affine thereto. 
The inventive method comprises the following steps: 
a) providing a container (10), wherein the second 
molecules ( 1 8) are immobilised on a wall, b) contacting 
the second molecules (18) to a solution containing the 
first molecules (16). c) incubating the container (10) 
in such a way that the first molecules (16) bind to the 
second molecules (18) and build up on the wall and 
d) detecting the changes in concentration of the first 
molecules (16) in the solution by means of radiation 
without removing the solution from the container (10), 
whereby the solution is contained in said container 
(10). 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein 
Verfahren zum Nachweisen und/oder Quantifizieren 
des Bindens erster Molckule (16) an dazu affine 
zweite Molckule (18) mit folgenden Schritten: (a) 
Vorsehen eincs Gefa&cs (10), in dem die zweiten 
Molekiile 18 an ciner Wand immobilisiert sind, (b) 
Inkontaktbringen der zweiten Molekiile (18) mit 
einer die ersten Molekiile (16) enthaltenden Lbsung, 
(c) Inkubieren des GefaBes (10), so daB die ersten 
Molekiile (16) an die zweiten Molekiile (18) binden 
und sich an der Wand anreichern und (d) Detektieren 
der Konzentrationsanderung der ersten Molekiile 
(16) in der im GefaB (10) enthaltenen Losung mittels 
Strahlung, ohne die Losung aus dem GefaB (10) zu 
emnehmen. 
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VerfcOiren zum Nachweisen und/oder Quantif izieren erster Mole- 
kiile 

Die Erfindung betrifft Verfahren zum Nachweisen und/oder 
Quantif izieren des Bindens erster Molekiile an dazu affine 
zweite Molekiile. Sie betrifft ferner Verfahren zum Nachweisen 
und/oder Quantif izieren der enzymatischen oder chemischen Ak- 
tivitat erster Molekiile zu dazu affinen zweiten oder dritten 
Molekulen. Die Erfindung betrifft auSerdem eine Mikrotiter- 
platte zur Durchfuhrung des Verfahrens und eine Verwendung. 

Bekannt sind Verfahren mit folgenden Schritten: 

A) Inkontaktbringen von eine Markierungssubstanz aufweisen- 
den ersten Molekulen mit dazu affinen, immobilisierten 
zweiten Molekulen in einem Bindungsansatz, 

B) Inkubieren des Bindungsansatzes , 

C) Detektieren einer Eigenschaft der Markierungssubstanz an 
denjenigen ersten Molekulen, die an zweite Molekiile ge- 
bundenen s ind . 

Fur Verfahren mit hohem Probendurchsatz (High-Throughput- 
Screening) ist es gunstig Schritt lit. C durchzuf lihren, ohne 
ungebundene erste Molekiile aus dem Bindungsansatz zu entfer- 
nen. Folgende Verfahren ohne Entfernung der ersten Molekiile 
sind bekannt: 

Detektieren einer Fluoreszenz-Polarisation . Die Markie- 
rungssubstanz ist ein Fluorophor. Gemessen wird die Anderung 
der Fluoreszenz-Polarisation der Markierungssubstanz durch 
das Binden . 
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Detektieren einer durch einen Energie-Transf er bedingten 
Anderung einer Fluoreszenz. Die Markierungssubstanz ist ent- 
weder ein Fluoreszenz -Donor oder ein Fluoreszenz-Akzeptor . 
Durch das Binden verringert sich der Abstand der ersten Mole- 
kiile zu den zweiten Molekiilen. Das ermoglicht einen Energie- 
Transfer zwischen der Markierungssubstanz und einem weiteren, 
in der Nahe der zweiten Molekule angeordneten Fluoreszenz-Ak- 
zeptor bzw. Fluores zenz -Donor . 

Detektieren einer Anderung der Verweildauer der ersten 
Molekule in einem vorgegebenen Volumen. Bei diesem auch als 
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie bekannten Verfahren 
ist die Markierungssubstanz ein Fluorophor. Die Geschwindig- 
keit der Molekularbewegung der ersten Molekule verringert 
sich durch die Bindung an die zweiten Molekule. Die Verweil- 
dauer des Fluorophors in dem vorgegebenen Volumen erhoht 
sich. 

Dariiber hinaus gibt es Testsysteme, bei denen das Binden un- 
markierter erster Molekule an zweite Molekule indirekt detek- 
tiert wird: 

Die zweiten Molekule sind an Mikropartikeln immobili- 
siert. An den zweiten Molekiilen sind f luoreszierende dritte 
Molekule spezifisch gebunden. Das Binden der ersten Molekule 
an die zweiten Molekule verdrangt die gebundenen dritten Mo- 
lekule von den Bindungsstellen . Die dadurch bedingte Anderung 
der Fluoreszenz der Mikropartikel wird detektiert. 

Die zweiten Molekule sind an einer Gefa£wand immobili- 
siert, die einen Szintillator enthalt. An die zweiten Molekii- 
le sind dritte Molekule spezifisch gebunden, die eine radio- 
aktive Markierungssubstanz aufweisen. Die Markierungssubstanz 
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verursacht eine meSbare Szintillation . Das Binden der ersten 
Molekule an die zweiten Molekule verdrangt die gebundenen 
dritten Molekule von den Bindungsstellen . Die dadurch beding- 
te Anderung der Szintillation wird gemessen. 

5 

Die bekannten homogenen Testsysteme sind technisch aufwendig 
und benotigen zum Teil gesundheitsgef ahrdende Substanzen. 

Die WO 95/1837 6 beschreibt ein Verfahren zur Ermittlung der 
10 Konzentration eines Analyten in einer Fliissigkeit. Dabei wird 
die Fliissigkeit mit einer an einer festen Phase immobilisier- 
ten Sonde in Kontakt gebracht, welche den Analyten spezifisch 
bindet. AnschlieEend wird der Anteil der belegten und der 
nicht belegten Bindungsstellen der Sonde mittels Rucktitrati- 
15 on bestimmt. Das Ergebnis wird mit einem zuvor ermittelten 
Standart verglichen. - Das verwendete Verfahren erfordert 
viele Schritte. Es ist zei tauf wendig und anfallig gegeniiber 
Verunreinigungen . 

20 Die US 6,020,207 offenbart ein Verfahren zur optischen Detek- 
tion chemischer Verbindungen. Dabei ist eine Sonde an der In- 
nenwand einer Kapillare immobilisiert . Eine den Analyten ent- 
haltende Losung wird in die Kapillare gefullt. Zur Detektion 
der chemischen Verbindung wird die durch die Bindung der che- 

2 5 mischen Verbindung an die Sonde bewirkte geanderte Lichtab- 
sorption an der Innenwand der Kapillare gemessen. - Die Mes- 
sung ist kompliziert und erfordert einen hohen apparativen 
Aufwand. 

30 Die WO 99/44065 beschreibt ein Verfahren zur Detektion eines 
Analyten in einer Probe. Dabei wird die den Analyt enthaltene 
Losung durch eine Kapillare gepumpt, an deren Innenwand eine 
Sonde immobilisiert ist. An die Sonde sind Verbindungen ge- 
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bunden, welche eine mittels modif izierter Raman- Spektroskopi 
erfafibare Markierung aufweisen. Bei Vorliegen des Analyten 
werden die Verbindungen freigesetzt und konnen mittels modi- 
fizierter Raman- Spektroskopi e nachgewiesen werden. 

Die BE 44 07 142 Al betrifft einen heterologen Immonoassay, 
bei dem eine Sonde auf einem festen Trager, z.B. einer Durch- 
fluEkuvette, immobilisiert ist. Bin in einer Losung enthalte- 
ner Analyt wird an die Sonde gebunden, anschlieSend wieder 
gelost und z.B. mittels Fluoreszenz oder UV-Absorption nach- 
gewiesen . 

Die DE 198 28 837 Al beschreibt ein Verfahren, bei dem eine 
Sonde an einem Ring immobilisiert ist. Zum Nachweis von an 
die Sonde gebundenem Analyt kann der Ring in eine Reaktions- 
kammer eines UV-Analysengerats eingespannt werden. Das vorge- 
schlagene Nachweis verfahren ist aufwendig. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es , die Nachteile des 
Stands der Technik zu beseitigen. Insbesondere sollen Verfah- 
ren, eine Mikrotiterplatte und eine Verwendung berei tgestellt 
werden, mit denen einfach und kostenguns tig ein hoher Proben- 
durchsatz erzielbar ist. Nach dem Inkontaktbringen der zwei- 
ten Molekiile mit den ersten Molekiilen soil kein weiterer Pi- 
pettier- oder Waschschritt erforderlich sein. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 bis 5, 
34 und 40 gelost. ZweckmaSige Ausgestaltungen ergeben sich 
aus den Merkmalen der Anspruche 5 bis 33, 35 bis 39 sowie 41 
und 42 . 


Das erfindungsgemaiSe Verfahren eignet sich zum Nachweis 
und/oder Quant if izieren des Bindens erster Molekiile an dazu 
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affine zweite Molekiile. Es eignet sich ebenso zum Quantifi- 
zieren der enzymatischen oder chemischen Aktivitat erster Mo- 
lekulen zu dazu affinen zweiten oder dritten Molekiilen. Die 
Verfahrensschritte lit. a bis d ermoglichen jeweils eine ein- 
5 fache, schnelle und kostengiinstige Verf ahrensf iihrung . 

Das Detektieren der Konzentration beim Schritt lit. d kann 
mittels elektromagnetischer Strahlung, wie Licht, oder mit- 
tels Teilchenstrahlung, wie Neutronenstrahlung, erfolgen. Es 

10 findet im Gefafe vorzugsweise in einem Bereich statt, der mog- 
lichst weit von der Wand entfernt ist. Das erhoht die Genau- 
igkeit des Verf ahrens . Die erf indungsgemaSen Verfahren haben 
den Vorteil, mit einem geringen Pipettierauf wand durchfiihrbar 
zu sein. Sie sind einfach zu handhaben und kostengiinstig . Sie 

15 erfordern einen geringen Bedarf an Material und Raurn. Sie er- 
moglichen einen hohen Probendurchsatz und sind gut zur Auto- 
matisierung geeignet. Das wird insbesondere dadurch erreicht, 
da£ nach dem Inkontaktbringen der zweiten Molekiile mit einer 
die ersten Molekiile enthaltenden Losung keine weiteren mecha- 

20 nischen Arbei tsschri tte , insbesondere keine Trenn- und Wasch- 
schritte, erforderlich sind. Durch die geringe Zahl der Ar- 
beitsschritte ist die Gefahr der Verfalschung der Ergebnisse, 
insbesondere durch Pipettierf ehler , gering. Das Verfahren 
kann gleichzeitig oder in kurzer Abfolge mit einer grofien 

25 Zahl von GefaEen und unterschiedlichen ersten, zweiten, drit- 
ten und/oder vierten Molekiilen durchgefiihrt werden . Das Ver- 
fahren ist in idealer Weise fur die Suche nach neuen pharma- 
kologischen Wirkstoffen geeignet. 

30 Bei den Verfahren zum Nachweisen und/oder Quantif izieren des 

Bindens (= Verf ahrensgruppe I) unter Verwendung dritter oder 

vierter Molekiilen ist es besonders vorteilhaft, wenn diese 

mit den zweiten Molekiilen oder der Wand assoziiert sind. Auf 
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diese Art und Weise ist es nicht erforderlich die dritten 
Oder vierten Molekule in einem Pipettierschritt der Losung 
Oder dem GefaS hinzuzuf ugen . 

Weiterhin ist es bei den Verfahren gemaS Verf ahrensgruppe I 
mit vierten Molekulen vorteilhaft, wenn die Affinitat der 
vierten Molekule zu den zweiten Molekulen nicht oder nicht 
wesentlich grower ist als die Affinitat der ersten Molekule 
zu den zweiten Molekulen. Das erleichtert das Verdrangen der 
vierten Molekule von deren Bindungsstellen an den zweiten Mo- 
lekulen. Auch die Bindung der vierten Molekule an die zweiten 
Molekule wird leichter verhindert . 

Vorteilhafterweise ist bei den Verfahren gema£ Verfahrens- 
gruppe I mit vierten Molekulen die Anzahl der ersten Molekule 
groSer als die Anzahl der zweiten Molekule und die Anzahl der 
zweiten Molekule ist groSer als die Anzahl der vierten Mole- 
kule. Das bewirkt eine Kompetition der ersten Molekule und 
der vierten Molekule urn die Bindungsstellen an den zweiten 
Molekulen. Die Konzentration der vierten Molekule wird stark 
durch die Konzentration der ersten Molekule und deren Affini- 
tat zu den zweiten Molekulen beeinfluEt. 

Bei einem Verfahren der Verf ahrensgruppe I ohne vierte Mole- 
kule ist es bevorzugt, dalS die Anzahl der zweiten Molekule 
grower ist als die Anzahl der ersten Molekule. Das fuhrt zu 
einer schnellen und deutlichen Konzentrationsanderung der er- 
sten Molekule oder der ersten und dritten Molekule in der im 
GefaS enthaltenen Losung. Bei einem Verfahren mit dritten Mo- 
lekulen ist es vorteilhaft, wenn die Anzahl der ersten Mole- 
kule nicht kleiner ist als die Anzahl der dritten Molekule. 
Das verhindert, dag nach der Bindung der ersten Molekule an 
die zweiten Molekule in der Losung dritte Molekule verblei- 
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ben. In der Losung verbleibende dritte Moleklile bewirken bei 
Schritt lit. d ein Hintergrundsignal . 

Bei den Verfahren zum Nachweis und/oder Quantif izierung der 
5 enzymatischen oder chemischen Aktivitat erster Molekule (= 
Verfahrensgruppe II) kann das erste Molekul ein spaltendes 
Enzym, vorzugsweise eine Protease, eine Peptidase, Nuklease, 
Helicase oder Lipase, oder ein Zucker-abbauendes Enzym sein. 
Das zweite Molekul kann ein, vorzugsweise aus einem Protein, 

10 Peptid, einer Nukleinsaure, Helicase oder einem monomeren 
oder polymeren Zucker gebildetes, Substrat fur das erste Mo- 
lekiil bilden. Es ist ferner moglich, daS das dritte Molekul 
ein spaltendes Enzym, vorzugsweise eine Protease, Peptidase, 
Nuklease, Helicase oder Lipase oder ein Zucker-abbauendes En- 

15 zym ist. Das zweite Molekul bildet zweckmaSigerweise ein, 
vorzugsweise aus einem Protein, Peptid, einer Nukleinsaure,- 
Helicase oder einem monomeren oder polymeren Zucker gebilde- 
tes, Substrat fur das dritte Molekul. Das erste Molekul kann 
in Bezug zum dritten Molekul ein Agonist, ein Antagonist oder 

2 0 ein Kompetitor sein. Ferner ist es zweckmaEig, da£ durch die 
Bindung des zweiten Molekuls an das erste Molekul eine Spal- 
tung des zweiten Molekuls durch das dritte Molekul verhindert 
wird. 

25 Bei einer vorteilhaf ten auf beide Verf ahrensgruppen gleicher- 
mafien anwendbaren Ausgestal tung wird zum Detektieren mit ei- 
nem Lichtstrahl, insbesondere einer definierten Wellenlange, 
vorzugsweise einem Lasers trahl, in die Losung eingestrahlt . 
Der Lichtstrahl kann parallel zu der Wand eingestrahlt wer- 

30 den. Er kann polarisiert sein. Zum Detektieren kann eine 
Fluoreszenz, eine Streuung eine Absorption oder eine optische 
Aktivitat gemessen werden. 
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Vorteilhafterweise enthalt die Losung zusatzlich fiinfte, als 
interne Marker dienende Molekiile, die keine spezifische Affi- 
nitat zu den ersten, zweiten, dritten oder vierten Molekulen 
aufweisen. Die funften Molekiile konnen dazu eingesetzt wer- 
den, eine Volumen- und damit eine Konzentrationsanderung 
durch Verdunsten von Wasser f estzustellen . Weiterhin konnen 
die funften Molekiile dazu dienen, das MaS unspezif ischer Bin- 
dungen zu ermitteln. Dabei zeigt eine Abnahme der Konzentra- 
tion der funften Molekiile eine unspezif ische Bindung an die 
Wand und/oder die zweiten Molekiile an. 

in einem bevorzugten Ausf iihrungsbeispiel sind die ersten, 
dritten, vierten und/oder funften Molekiile oder damit assozi- 
ierende Bestandteile der Losung f luoreszierend, lichtstreu- 
end, lichtabsorbierend oder optisch aktiv. Damit assoziierte 
Bestandteile der Losung konnen beispielsweise Antikorper 
sein, welche die ersten, dritten, vierten und/oder funften 
Molekiile spezifische binden konnen. 

Vorteilhafterweise erfolgt die Durchfiihrung des Schritts lit. 
d durch mehrfaches oder kontinuierliches Bestimmen der Kon- 
zentration der ersten, dritten oder vierten Molekiile wahrend 
der Durchfiihrung des Schritts lit. c, insbesondere an deren 
Beginn und Ende. Das Bestimmen der Konzentration kann bei- 
spielsweise durch Vergleichen der optischen Eigenschaf ten der 
Losung mit denjenigen verschiedener Eichlosungen erfolgen. 

Bevorzugt sind freie Bindungsstellen an der Wand des GefaSes 
durch daran gebundene sechste Molekiile abgesattigt . Die sech- 
sten Molekiile sollten ahnliche physikalisch/chemische Eigen- 
schaf ten, wie Ladung, Molekiilgrofie usw. , aufweisen, wie die 
zweiten Molekiile. Sie sollten jedoch keine Affinitat zu den 
ersten Molekulen besitzen. Dadurch kann eine unspezif ische 


ERSATZBLATT (REGEL 26) 


WO 01/73432 


PCT/DEO 1/01 078 


Bindung an freie Bindungsstellen an der Wand des Gefafies un- 
terdruckt werden. Unspezif isch ist jede Bindung, die nicht an 
den spezifischen Bindungsstellen der zweiten Molekule er- 
f olgt . 

5 

Vorteilhaf terweise enthalt die Losung mindestens einen eine 
unspezif ische Bindung inhibierenden Zusatz, insbesondere ein 
Detergenz, ein Protein, ein Proteingemisch oder ein Salz. Der 
Zusatz unterdruckt nicht die spezifische Bindung der ersten 
10 Molekule an den spezifischen Bindungsstellen der zweiten Mo- 
lekule . Er inhibiert unspezif ische Bindungen der ersten, 
zweiten, dritten, vierten und funften Molekule untereinander 
und an der Wand des GefaSes bzw. den dort gebundenen sechsten 

15 Molekulen. Als Detergenzien koiraien z.B. Tween-2 0, Nonidet 
oder SDS in Betracht . Als Salze sind solche geeignet, die un- 
spezif ische Ionenbindungen unterdrlicken . Proteine oder Pro- 
teingemische konnen z.B. Magermilch, Rinderserumalbumin oder 
Casein sein . 

20 

Bei einer vorteilhaf ten Ausgestaltung wird zur Ermittlung ei- 
ner spezifischen Konz ent r a t i onsanderung von dem Betrag der 
Konzentrationsanderung gemaS Schritt lit. d der Betrag einer 
Konzentrationsanderung bei Durchfiihrung des Verf ahrens ohne 
25 zweite Molekule abgezogen. Spezifisch ist eine Konzentrati- 
onsanderung, die nur durch eine Bindung der ersten Molekule 
an die zweiten Molekule verursacht wird. 

Bevorzugt sind die zweiten Molekule an einer vorgegebenen 
30 Stelle ihrer Struktur immobilisiert . Das ermoglicht es, ein 
Immobilisieren der zweiten Molekule an derjenigen Stelle ih- 
rer Struktur zu vermeiden, die affin zu den zweiten bzw. 
vierten Molekulen ist. Ein solches Immobilisieren wiirde die 
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Zuganglichkeit dieser stellen fur dazu affine erste bzw. 
vierte Molekule einschranken . Vorteilhaf terweise sind die 
zweiten Molekule liber Linker oder Spacer an der Wand gebun- 
den. Das verbessert die Zuganglichkeit der zweiten Molekule. 
Linker konnen das Immobilisieren von zweiten Molekulen, die 
sich direkt nur schlecht oder gar nicht immobilisieren las- 
sen, verbessern oder ermoglichen . 

Vorzugsweise ist das GefaiS als Kavitat einer Mikroti terplatte 
nut mindestens 96, insbesondere 384, Kavitaten ausgebildet. 
Bei einer bevorzugten Ausgestaltung weist das GefaS an der 
Ein- und/oder Austri ttstelle des Lichtstrahls , vorzugsweise 
dem Boden des GefaEes, im wesentlichen keine immobilisierten 
zweiten Molekule auf , Das verhindert beim Schritt lit. d eine 
Storung des Detektierens durch erste, dritte oder vierte Mo- 
lekiile, die direkt oder indirekt an immobilisierte zweite Mo- 
lekule an der Ein- und/oder Austrittsstelle des Lichtstrahls 
gebunden sind. Besonders vorteilhaft ist es, wenn das Gefafc 
erne an den Enden offene Kapillare ist. Unter einer Kapillare 
wxrd hier ein an beiden Seiten offenes Rohrchen mit einem In- 
nendurchmesser von bis zu 2 Millimeter verstanden. Die Kapil- 
lare kann von dem Lichtstrahl so durchstrahlt werden, daE 
dieser die Wand der Kapillare nicht bestrahlt. Eine Beein- 
flussung des Detektierens durch gebundene erste, dritte oder 
vxerte Molekule ist ausgeschlossen . Vorzugsweise wird die Ka- 
pillare mittels Kapillarkraften mit der Losung gefullt. Da- 
durch ist die Aufnahme eines definierten Volumens gewahrlei- 
stet. Ein Pipettierschritt ist nicht erf orderlich. Eine da- 
durch bedingte Fehlerquelle ist ausgeschlossen. 

Bevorzugt ist der Quotient aus der Flache der Wand in mm 2 und 
dem Volumen der Losung in mm 3 groiSer als 1 mm" 1 , vorzugsweise 
groSer als 3 mm" 1 . Das GefaE ist in diesem Fall langlich. Ein 
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vorgegebenes Volumen kann mit einer groSen Wandflache mit im- 
mobilisierten zweiten Molekulen in Kontakt gebracht werden. 
Gleichzeitig ist ein langer Weg des Lichtstrahls durch die 
Losung gewahrleistet . Die Empf indlichkei t des Verfahrens kann 
5 durch eine langliche Geometrie des GefaEes erheblich gestei- 
gert werden. 

Die ersten, zweiten, dritten, vierten, funften oder sechsten 
Molekule konnen aus folgender Gruppe ausgewahlt sein: Pepti- 

10 de, Proteine, Nukleinsauren, Zucker, Polymere, Botenstoffe, 
Zellen, Zellf ragmente , Viren, deren Bestandteile oder Frag- 
mente dieser Bestandteile, Kapside, deren Bestandteile oder 
Fragmente dieser Bestandteile und Hormone. Bei einer vorteil- 
haften Ausgestaltung der Erfindung wird das er f indungsgemafie 

15 Verfahren gleichzeitig oder in kurzer Abfolge an einer Anzahl 
von Gefa&en, insbesondere Kapillaren, durchgef iihrt . 

Besonders gut zur Durchfiihrung des erf indungsgemaSen Verfah- 
rens geeignet ist eine Mikrotiterplatte mit einer Vielzahl 

2 0 jeweils eine Wand und einen Boden aufweisenden Kavitaten, wo- 
bei die Wand fur die Bindung der Molekule aktiviert ist und 
wobei der Boden nicht fur die Bindung zweiter Molekiile akti- 
viert ist. Eine solche Mikrotiterplatte erlaubt es dem Benut- 
zer, an der Wand jeweils die ihn interessierenden zweiten Mo- 

25 lekiile selbst zu immobilisieren . 

Die Aktivierung der zweckmaSigerweise aus Kunststoff herge- 
stellten Mikrotiterplatte erfolgt nach herkommlichen Verfah- 
ren. Eine Aktivierung des Bodens der Kavitat kann verhindert 
30 werden, indem der Boden z.B. wahrend der Aktivierung abge- 
deckt wird. Es ist aber auch moglich, den Boden als separates 
Teil auszufuhren und an die bereits aktivierten Wande anzufu- 
gen . 
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Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal sind an der Wand 
zweite Molekule immobilisiert und der Boden weist im wesent- 
lichen keine immobilisiert en zweiten Molekule auf . Dabei kon- 
nen an der Wand jeweils unterschiedliche zweite Molekule im- 
mobilisiert sein. Das erlaubt eine Verf ahrensf iihrung mit ei- 
nem hohen Durchsatz . 


Vorteilhafterweise ist die Wand zumindest abschnittsweise aus 
einem porosen Material hergestellt, wobei das porose Material 
aus der folgenden Gruppe ausgewahlt sein kann: Zellulose, Ni- 
trozellulose, Nylon, Agarose, Papier oder Pappe. Der Boden 
ist zweckmaEigerweise aus einem transparenten oder durchsich- 
tigen Material hergestellt. Das erlaubt eine Messung der Ab- 
sorption eines Laserstrahls im Durchlichtverf ahren . Nach ei- 
nem weiteren Ausgestaltungsmerkmal sind dritte oder vierte 
Molekule mit der Wand oder den zweiten Molekulen assoziiert. 

Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung von Kapilla- 
ren, an deren Wanden die zweiten Molekule immobilisiert sind, 
zur Durchf iihrung des erf indungsgemaSen Verfahrens. Dabei kon- 
nen sich die Kapillaren, zumindest teilweise, durch unter. 
schiedliche zweite Molekule unterscheiden . Vorzugsweise un- 
terscheiden sich die Kapillaren mit unterschiedlichen zweiten 
Molekulen zusatzlich, insbesondere durch deren Abmessungen 
oder Markierungen. Die Markierungen konnen aus weiteren Mole- 
kiilen oder, insbesondere f luoreszierenden , Farbstoffen beste- 
hen. Dadurch ist es moglich, Kapillaren zu identif izieren, an 
deren Wanden bestimmte zweite Molekule immobilisiert sind. Es 
ist ferner moglich, daE die dritten oder vierten Molekule mit 
der Wand assoziiert sind. 

Nachfolgend wird die Erfindung durch die Zeichnung und anhand 
von Aus fuhrungsbei spiel en naher erlautert . Es zeigen 
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Fig. la, lb eine schematische Darstellung des Durch- 

strahlens eines eine Losung enthaltenen 
GefaSes mit ersten Molekiilen und immobi- 
lisierten zweiten Molekiilen, 

5 

Fig. 2a, 2b, 2c eine schematische Darstellung des Durch- 

strahlens eines eine Losung enthaltenen 
Gefafies mit zweiten, vierten und ersten 
oder ftinften Molekiilen, 

10 

Fig. 3a, 3b eine schematische Darstellung des Durch- 

strahlens eines eine Losung enthaltenen 
GefaSes mit ersten, zweiten und dritten 
Molekiilen, 

15 

Fig. 4 ein Diagram des Zeitverlaufs der in Ver- 

tiefungen eines 8-Well-Streif ens detek- 
tierten Fluoreszenz Fluoreszenz-markier- 
ter Oligonukleotide, 

20 

Fig. 5a, b, c eine schematische Darstellung eines eine 

Losung enthaltenden GefaEes mit ersten 
Molekiilen und immobilisierten zweiten Mo- 
lekiilen und 

25 

Fig. 6a, b, c eine schematische Darstellung eines eine 

Losung enthaltenden GefaSes mit ersten 
Molekiilen, immobilisierten zweiten Mole- 
kiilen und dritten Molekiilen. 

30 

Fig. la zeigt einen Ausschnitt aus einem GefaS 10 mit einem 
ersten Ende 12 und einem zweiten Ende 14. In dem Gefafi 10 be- 
findet sich eine Losung, welche die ersten Molekiile 16 ent- 


ERSATZBLATT (KEGEL 26) 


WO 01/73432 


PCT/DEOI/01078 


14 


halt. An der Wand des GefaEes 10 sind die dazu affinen zwei- 
ten Molektile 18 immobilisiert . Der in das GefaE 10 an dem er- 
sten Ende 12 eingestrahlte Lichtstrahl 20 wird durch eine 
Wechselwirkung mit den ersten Molekiilen 16, beispielsweise 
durch Absorption, moduliert. Der am zweiten Ende 14 ausstrah- 
lende Lichtstrahl 22 weist gegenuber dem eingestrahlten 
Lichtstrahl 20 veranderte Eigenschaf ten auf . Die Veranderung 
dieser Eigenschaf ten ist ein MaS fur die Konzentration der 
ersten Molekiile 16 in der Losung. Fig. lb zeigt das in Fig. 
la dargestellte GefaS 10 nach dem Inkubieren. Die ersten Mo- 
lekiile 16 sind an die zweiten Molektile 18 gebunden . Der in 
das GefaE 10 eingestrahlte Lichtstrahl 20 wird nicht durch 
Wechselwirkungen mit den ersten Molekiilen 16 moduliert. Im 
Falle lichtabsorbierender erster Molekiile 16 ist der aus- 
strahlende Lichtstrahl 22 nur durch die Lichtabsorption der 
Losung, nicht aber wie in Fig. l a durch die Lichtabsorption 
der ersten Molekiile 16 abgeschwacht . 

In Fig. 2a ist ein Ausschnitt aus einem GefaE 10 mit daran 
gebundenen zweiten Molekiilen 18 dargestellt. Die in dem GefaS 
10 enthaltene Losung enthalt erste Molektile 16 und vierte Mo- 
lekiile 24, die beide eine Affinitat zu den zweiten Molekiilen 
18 aufweisen. Der eingestrahlte Lichtstrahl 20 wird hier 
durch eine Wechselwirkung mit den vierten Molekiilen 24, nicht 
aber mit den ersten Molekiilen 16 moduliert. Die Wechselwir- 
kung kann dadurch bedingt sein, daS die vierten Molekiile 24 
lichtabsorbierend sind. Der ausstrahlende Lichtstrahl 22 
weist gegenuber dem einstrahlenden Lichtstrahl 20 veranderte 
Eigenschaf ten auf. Fig. 2b zeigt die Situation nach dem Inku- 
bieren. Die ersten Molekiile 16 sind an die zweiten Molekiile 
18 gebunden. Sie verhindern das Binden der vierten Molekiile 
24 an die zweiten Molekiile 18. Die Konzentration der vierten 
Molekiile 24 in der Losung ist unverandert . Die Eigenschaf ten 
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des ausstrahlenden Lichtstrahls 22 sind gegenuber der in Fig. 
2a dargestellten Situation nicht verandert . Das zeigt eine 
Bindung der ersten Moleklile 16 an die zweite Molekule 18 an. 
Fig. 2c zeigt die Situation nach dem Inkubieren, wenn in der 
5 Losung zuvor statt der ersten Molekule 16 fiinfte Molekule 2 6 
enthalten waren, die keine Affinitat zu den zweiten Molekiilen 
18 aufweisen. Die vierten Molekule 24 binden dann wahrend des 
Inkubierens an die zweiten Molekule 18. Nach dem Inkubieren 
wird der einges trahlte Lichtstrahl 20 nicht durch eine Wech- 
10 selwirkung mit den vierten Molekiilen 24 moduliert . Im Falle 
lichtabsorbierender vierter Molekule 24 ist die Intensitat 
des ausstrahlenden Lichtstrahls 22 starker als zu Beginn der 
Inkubation. 

15 Fig. 3a zeigt einen Ausschnitt aus einem Gefafi 10. In dem Ge- 
fafi 10 ist eine Losung mit ersten Molekiilen 16 und dazu affi- 
nen dritten Molekiilen 2 3 enthalten. An der Wand des Gefafies 
10 sind zweite Molekule 18 immobilisiert . Sie weisen eine Af- 
finitat zu den ersten Molekiilen 16 auf . Der in das Gefa£ 10 

20 an dem ersten Ende 12 eingestrahlte Lichtstrahl 20 wird durch 
eine Wechselwirkung mit den dritten Molekiilen 23, beispiels- 
weise durch Absorption, moduliert. Der ausstrahlende Licht- 
strahl 22 weist gegenuber dem einstrahlenden Lichtstrahl 20 
veranderte Eigenschaf ten auf. Fig. 3b zeigt die Situation 

2 5 nach dem Inkubieren. Die ersten Molekule 16 sind an die zwei- 

ten Molekule 18 und die dritten Molekule 2 3 gebunden. Die 
Bindungsstellen der zweiten 18 und dritten Molekule 23 an den 
ersten Molekiilen 16 sind nicht identisch. Die dritten Moleku- 
le 23 sind der Losung entzogen. Der in das Gefa£ 10 einge- 

3 0 strahlte Lichtstrahl 2 0 wird nicht mehr durch Wechselwirkun- 

gen mit den dritten Molekiilen 23 moduliert. 
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Fig. 4 zeigt den Zeitverlauf der in Streptavidin-beschichte- 
ten Vertiefungen eines 8-Well-S treif ens (Boehringer Mannheim, 
Nr. 1664778) detektierten Fluoreszenz Fluoreszenz-markierter 
Oligonukleotide I. Eine Vertiefung I des 8-Well-Streif ens ist 
mit einem am 5 ' -Terminus biotinylierten Oligonukleotid II der 
Sequenz 5 ' -TAA CAC AAC TGG TGT GCT CCT GGA-3 ' gemaS Sequenz - 
protokoll Nr. 1 beschichtet worden. Dazu sind in die Vertie- 
fung I 300 Ml einer Puffer-Losung I mit 167 nM des Oligonu- 
kleotids II eingefiillt worden. Die Puf f er-L6sung I besteht 
aus einer wasserigen Losung von 10 mM TrisCL und 1 mM EDTA, 
PH 8,0. Eine Vertiefung II des 8-Well-Streif ens ist nur mit 
300 Ml Puffer-Losung I gefullt worden. Nach einer Stunde In- 
kubation bei 37°C sind die Puf f er-L6sungen I aus den Vertie- 
fungen I und II abgesaugt worden. Die Vertiefungen I und II 
sind 5 mal mit 320 M l der Puffer-Losung I gewaschen worden. 
AnschlieSend sind in die Vertiefungen I und II je 300 M l ei- 
ner Puffer-Losung II mit 167 nM des am 5 ■ -Terminus mit 5 [6]- 
Carboxytetramethylrhodamin Fluoreszenz-markierten Oligonu- 
kleotids I der Sequenz 5 ' -GAG CTA GGA CCT CTT CTG TCC AGG AGC 
ACA CCA GTT GTG TTA-3 ' gemaS Sequenzprotokoll Nr. 2 einge- 
ftillt worden. Die Puffer-Losung II besteht aus einer wasseri- 
gen Losung von 150 mM NaCl, 10 mM TrisCl, 1 mM EDTA und 0,2 % 
Tween-20, P H 8,0. Bei einer Anregung mit 540 nm ist die Fluo- 
reszenz in den Vertiefungen I und II bei 590 nm gemessen wor- 
den. Das Messen erfolgte in 25 Sekunden- Interval len bei Raum- 
temperatur mittels eines Mikrotiterplattenphotometers . In 
Fig. 4 ist die Fluoreszenz in willkiirlichen Einheiten darge- 
stellt. Die dickere Linie zeigt die in Vertiefung I und die 
diinnere Linie die in Vertiefung II gemessene Fluoreszenz. Die 
Abnahme der Fluoreszenz in Vertiefung II zeigt die unspezifi- 
sche Bindung des Oligonukleotids I an der Wand der Vertiefung 
II an. Die Differenz zwischen der Abnahme der Fluoreszenz in 
Vertiefung II und der Abnahme der Fluoreszenz in Vertiefung I 
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zeigt die spezifische Bindung des Oligonukleotids I an das 
Oligonukleotid II an. 

In den Fig. 5a bis c ist schematisch die Funktion eines Ver- 
5 fahrens zum Nachweisen und/oder Quantif izieren der katalyti- 
schen Aktivitat erster Molekule zu dazu affinen zweiten Mole- 
kiilen gezeigt. Als erste Molekule 16 werden hier Enzyme ver- 
wendet . An der Wand, nicht jedoch am Boden, des GefaSes 10 
sind zweite Molekule 18 gebunden. Im vorliegenden Fall kann 

10 es sich dabei urn Peptide, Nukleinsauren, Zucker, Lipide und 
ahnliche Stoffe handeln, welche ein Substrat fur das Enzym 
bilden. Die zweiten Molekule 18 sind vorteilhaf terweise mit 
einem Fluorophor markiert. Der Strahlengang des das GefaS 10 
durchstrahlenden Lichtstrahls (hier nicht gezeigt) verlauft 

15 parallel zu den Wanden . Er erfaSt nicht den Bereich der zwei- 
ten Molekule 18. 

Fig. 5b zeigt das GefaS 10 nach Zugabe der nachzuweisenden 
ersten Molekule 16. Als erste Molekule 16 konnen hier bei- 
20 spielsweise Enzyme, wie Proteasen, Nukleasen, Zucker- 
abbauende Enzyme, Lipasen oder andere Enzyme verwendet wer- 
den. Die ersten Molekule konnen auch Teile von groteeren En- 
zymkomplexen oder Zellen sein. Weiterhin konnen die ersten 
Molekule von Zellen gebildet und/oder sezerniert werden. 

25 

Fig. 5c zeigt das GefaS 10 nach dem Inkubieren. Durch die Ak- 
tivitat der als erste Molekule 16 hier beispielsweise verwen- 
deten Enzyme sind von den zweiten Molekiilen 18 Fragmente 19a 
abgespalten worden. Reste 19b verbleiben an der Wand des Ge- 
30 fafies 10, wahrend die durch die Aktivitat der ersten Molekule 
16 gebildeten Fragmente 19a sich gleichma&ig iiber das Volumen 
des GefaSes 10 verteilen. Sie absorbieren Licht des einge- 
strahlten (hier nicht gezeigten) Lichtstrahls. Durch die Ab- 
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sorption des Lichts kann die Aktivitat der ersten Molekule 16 
nachgewiesen werden. 

Die Fig. 6a bis c zeigen schematisch den Verf ahrensablauf bei 
der Zugabe eines Enzyms als erstes Molekul 16 unter Verwen- 
dung eines Kompetitors als dritten Molekul 23. In einem Gefafi 
10 sind an den Wanden, nicht jedoch am Boden, zweite Molekule 
18 immobilisiert. Bei den zweiten Molekiilen 18 kann es sich 
beispielsweise urn Peptide, Nukleinsauren, Zucker, Lipide oder 
andere Stoffe handeln, welche ein Substrat fur das Enzym bil- 
den. Vorteilhafterweise sind die zweiten Molekule 18 z.B. mit 
einem Fluorophor markiert. Eine (hier nicht gezeigter) Licht- 
strahl durchdringt das GefaS 10 parallel zu dessen Wanden, 
wobei der Bereich der zweiten Molekule 18 nicht vom Licht be- 
aufschlagt wird. Alternativ zum Lichtstrahl kann auch die 
Fluoreszenz in einem zentralen Bereich des GefaSes 10 beob- 
achtet werden. 

Fig. 6b zeigt das GefaE 10 nach Zugabe der ersten Molekule 
16. Im GefaS befinden sich dritte Molekule 23. Im vorliegen- 
den Beispiel werden als erste Molekule 16 Kompetitoren und 
als dritte Molekule 23 Proteasen verwendet . Als dritte Mole- 
kule 23 kommen aber auch Nukleasen, Zucker-abbauende Enzyme, 
Lipasen oder andere Enzyme in Betracht. Als erste Molekule 16 
kommen auch Inhibitoren, Enhancer, Induktoren und dgl . in Be- 
tracht . 

Fig. 6c zeigt das GefaS 10 nach dem Inkubieren der nachzuwei- 
senden ersten Molekule 16 mit den dritten Molekiilen 23 sowie 
den immobilisierten zweiten Molekiilen 18. Durch die Aktivitat 
der als erste Molekule 16 benutzten Kompetitoren ist die Ak- 
tivitat der dritten Molekiile 23, hier Proteasen, spezifisch 
verandert worden. Sofern es sich bei den ersten Molekiilen 16 
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urn Inhibitoren der dritten Molekule 23 handelt, wird der Ab- 
bau der zweiten Molekule 18 spezifisch inhibiert. Die Inhi- 
bierung kann anhand der im Gefa£ 10 gebildeten Fragmente 19a 
detektiert werden. Eine verringerte Zunahme an gebildeten 
Fragmenten 19a im Vergleich zu einer Kontrolle ohne Zugabe 
erster Molekule 16 zeigt die Anwesenheit der ersten Molekule 
16 in dem GefaS 10 an. 
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Bezugszeichenliste 


5 


10 


10 


12 

ersies .bride, 

1 A 

zweites Ende , 

16 

erste Molekule, 

18 

zweite Molekule, 

19a 

Fragment, 

19b 

Rest, 

20 

eingestrahlter Lichtstrahl , 

22 

ausstrahlender Lichtstrahl, 

23 

dritte Molekule, 

24 

vierte Molekule, 

26 

funf te Molekule 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweisen und/oder Quantif izieren des 
Bindens erster Molekule (16) an dazu affine zweite Molekule 
(18) mit folgenden Schritten: 

a) Vorsehen eines GefaSes (10), in dem die zweiten Molekule 
(18) an einer Wand immobilisiert sind, 

b) Inkontaktbringen der zweiten Molekule (18) mit einer die 
ersten Molekule (16) enthaltenden Losung, 

c) Inkubieren des Gefafces (10), so da£ die ersten Molekule 
(16) an die zweiten Molekule (18) binden und sich an der Wand 
anreichern und 

d) Detektieren der Konzentrationsanderung der ersten Mole- 
kiile (16) in der im GefaS (10) enthaltenen Losung mittels 
Strahlung, ohne Losung aus dem Gefafc zu entnehmen. 

2. Verfahren zum Nachweisen und/oder Quantif izieren des 
Bindens erster Molekule (16) an dazu affine zweite Molekule 
(18) mit folgenden Schritten: 

a) Vorsehen eines GefaSes (10), in dem die zweiten Molekule 
(18) an einer Wand immobilisiert sind, 

b) Inkontaktbringen der zweiten Molekule (18) mit einer die 
ersten Molekule (16) enthaltenden Losung, wobei dritte Mole- 
kule (23) mit einer Affinitat zu den ersten Molekulen (16) in 
der Losung oder in dem GefaS (10) enthalten sind, 
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c, Inkubieren des Gefafies (10) , £c ^ ^ ^ 

16, an die z„e iC en ,18, und dritten MoleWie ,23, binden und 
sach an der Wand anreichern und 

W. ^""r d " d-r dr itC e„ „ole- 

Jcuie (23) xn der im Gefafi nni Q „*-u -i 

st™hi„« * enthaltenen Losung mittels 

Strahlung, ohne Losung aus dem GefaS zu entnehmen. 

3. Verfahren zum Nachweisen und/oder Quantif i 2ie ren des 
Bmdens erster Molekule (16) an dazu af fin a 

, 1P1 ( . a azu afflne zweite Molekule 

(IB) mit folgenden Schritten: 

a) Vorsehen eines GefaSes (ini ,• „ ^ 

1 1 o\ ■ )( in dem dle zweiten Molekule 

(18) an emer Wand immobilisiert sind, 

b) inkontaktbringen der zweiten Molekule (18) mit einer die 
ZT:: 2 7Z le ll6) — wo bei .ierte MolH 

in L L « AffinitSt ^ 2WSiten ^^kulen (18) 

in der Losung oder in dem Gefa* (10) enthalten sind, 

c) Inkubieren des Gefafies (10) so daR Hi « 

(16) *n H-i, le ersten Molekule 

no; an die zweiten Molekule nn\ k-;.,^ 

lekule (24) „ • . " d±e vie ^ Mo- 

Ln und te±1WeiSe ' ^ — «d.r blei- 

Zle ZTT*: "—^-^ -~ vierten Mole- 

Strah' h " GefSfi -sung mitte l s 

Strahlung, ohne Ldsung aus dem Gefa* zu entnehmen. 

zvxnatrr^ NaChWSiSen Und/od - Quantifizieren der en- 

da! LI 6 :/ der . ChemiS — ^itat erster Molekule (16) zu 
dazu affmen zweiten Molekulen (18) mif f^i 

no; mit folgenden Schritten: 
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a) Vorsehen eines GefaSes (10), in dem die zweiten Molekule 
(18) an einer Wand immobilisiert sind, 

b) Inkontaktbringen der zweiten Molekiile (18) mit einer die 
ersten Molekiile (16) enthaltenden Losung, 

c) Inkubieren des Gefa&es (10), so daS die ersten Molekiile 
(16) die zweiten Molekiile (18) unter Freisetzung eines Frag- 
ments (19a) der zweiten Molekiile (18) umsetzen und 

d) Detektieren der Konzentrationsanderung des Fragments 
(19a) in der im GefaS (10) enthaltenen Losung mittels Strah- 
lung, ohne Losung aus dem Gefafi zu entnehmen. 

5. Verfahren zum Nachweisen und/oder Quantif izieren der en- 
zymatischen oder chemischen Aktivitat erster Molekule (16) zu 
dazu affinen zweiten (18) oder dritten Molekiilen mit folgen- 
den Schritten: 

a) Vorsehen eines GefaBes (10), in dem die zweiten Molekule 
(18) an einer Wand immobilisiert sind, 

b) Inkontaktbringen der zweiten Molekule (18) mit einer die 
ersten Molekule (16) enthaltenden Losung, wobei in der Losung 
dritte Molekule mit einer Affinitat zu den zweiten Molekiilen 
enthalten sind, 

c) Inkubieren des Gefafces (10), so dafi die ersten Molekiile 
(16) an die zweiten (18) oder dritten Molekiile binden und da- 
durch eine die Freisetzung eines Fragments (19a) der zweiten 
Molekiile (18) bewirkende Umsetzung durch die dritten Molekiile 
unterdriickt oder verstarkt wird und 
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d) Detektieren der Konzentrationsanderung des Fragments 
(19a) in der im GefaS (10) enthaltenen Losung mittels Strah- 
lung, ohne Losung aus dem GefaS (10) zu entnehmen. 

6. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, wobei die in dem GefaE 
(10) enthaltenen dritten (23) oder vierten Molekiile (24) mit 
den zweiten Molekulen (18) oder der Wand assoziiert sind. 

7. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Affinitat der vier- 
ten Molektile (24) zu den zweiten Molekulen (18) nicht oder 
nicht wesentlich groSer ist als die Affinitat der ersten Mo- 
lektile (16) zu den zweiten Molekulen (18) . 

8. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Anzahl der ersten 
Molektile (16) groEer ist als die Anzahl der zweiten Molektile 
(18) und die Anzahl der zweiten Molektile (18) groSer ist als 
die Anzahl der vierten Molektile (24) . 

9. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Anzahl der 
zweiten Molektile (18) grofier ist als die Anzahl der ersten 
Molektile (16) . 

10. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Anzahl der ersten 
Molektile (16) nicht kleiner ist als die Anzahl der dritten 
Molektile (23 ) . 

11. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das erste Molektil (16) 
ein spaltendes Enzym, vorzugsweise eine Protease, Peptidase, 
Nuklease, Helicase oder Lipase, oder ein Zucker-abbauendes 
Enzym ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 4 oder 11, wobei das zweite Mo- 
lektil (18) ein, vorzugsweise aus einem Protein, Peptid, einer 
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Nukleinsaure, Helicase oder einem monomeren oder polymeren 
Zucker gebildetes, Substrat fur das erste Molekul (16) bil- 
det . 

13. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das dritte Molekul ein 
spaltendes Enzym, vorzugsweise eine Protease, Peptidase, Nu- 
klease, Helicase oder Lipase, oder ein Zucker-abbauendes En- 
zym ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das zweite Molekul (18) 
ein, vorzugsweise aus einem Protein, Peptid, einer Nuklein- 
saure, Helicase oder einem monomeren oder polymeren Zucker 
gebildetes, Substrat fur das dritte Molekul bildet. 

15. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das erste Molekul (16) 
in bezug zum dritten Molekul ein Agonist, ein Antagonist 
oder ein Kompetitor ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 5, wobei durch die Bindung des 
zweiten Molekuls an das erste Molekul eine Spaltung des zwei- 
ten Molekuls durch das dritte Molekul verhindert wird. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
zum Detektieren mit einem Lichtstrahl (20), insbesondere ei- 
ner definierten Wellenlange, vorzugsweise einem Laserstrahl, 
in die Losung eingestrahlt wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei der Lichtstrahl (20) 
parallel zu der Wand eingestrahlt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, wobei der Licht- 
strahl (20) polarisiert ist. 
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20. Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zum Detektieren eine Fluoreszenz, eine Streuung, eine Absorp- 
tion oder eine optische Aktivitat gemessen wird. 

21. Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
in der Losung zusatzlich fiinfte, als interne Marker dienende 
Molekule (26) enthalten sind, die keine spezifische Affinitat 
zu den ersten (16), zweiten (18), dritten (23) oder vierten 
Molekulen (24) aufweisen. 

22. Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die ersten (16), dritten (23), vierten (24) und/oder fxinften 
Molekule (26) oder Fragmente dieser Molekule oder damit asso- 
ziierende Bestandteile f luoreszierend, lichtstreuend, lich- 
tabsorbierend oder optisch aktiv sind. 

23. Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Durchfiihrung des Schritts lit. d durch mehrf aches oder 
kontinuierliches Bestimmen der Konzentration der ersten (16), 
dritten (23) oder vierten Molekule (24) wahrend der Durchfiih- 
rung des Schritts lit. c, insbesondere an deren Beginn und 
Ende, erfolgt. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
freie Bindungsstellen an der Wand des GefaSes (10) durch dar- 
an gebundene sechste Molekule abgesattigt sind. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Losung mindestens einen eine unspezif ische Bindung inhi- 
bierenden Zusatz, insbesondere ein Detergenz, ein Protein, 
ein Proteingemisch oder ein Salz, enthalt. 
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26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zur Ermittlung einer spezifischen Konzentrationsanderung von 
dem Betrag der Konzentrationsanderung gemafi Schritt lit. d 
der Betrag einer Konzentrationsanderung bei Durchfuhrung des 
Verfahrens ohne zweite Molekule abgezogen wird. 

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das GefaS (10) als Kavitat einer Mikroti terplatte mit minde- 
stens 96, insbesondere 384, Kavitaten ausgebildet ist. 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das GefaS (10) an der Ein- und/oder Austrittsstelle des 
Lichtstrahls (20, 22), vorzugsweise dem Boden des GefaSes 

(10) , im wesentlichen keine immobilisierten zweiten Molekule 

( 18 ) auf weist . 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das GefaS (10) eine an den Enden (12, 14) offene Kapillare 
ist . 

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei die Kapillare mittels 
Kapillarkraf ten mit der Losung gefiillt wird. 

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Quotient- aus der Flache der Wand in mm 2 und dem Volumen 
der Losung in mm 3 groSer als 1 mm" 1 , vorzugsweise groSer als 3 
mm" 1 , ist. 

32. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die ersten (16), zweiten (18), dritten (23), vierten (24), 
fiinften (26) oder sechsten Molekule aus folgender Gruppe aus- 
gewahlt sind: Peptide, Proteine, Nukleinsauren, Zucker, Poly- 
mere, Botenstoffe, Zellen, Zellf ragmente, Viren, deren Be- 
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standteile oder Fragmente dieser Bestandteile , Kapside, deren 
Bestandteile oder Fragmente dieser Bestandteile und Hormone. 

33. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Verfahren gleichzei tig oder in kurzer Abfolge an einer 
Anzahl von GefaSen (10) , insbesondere Kapillaren, durchge- 
fiihrt wird. 

34. Mikrotiterplatte zur Durchf iihrung eines Verfahrens nach 
einem der Anspriiche 1 - 33 mit einer Vielzahl jeweils eine 
Wand und einen Boden aufweisenden Kavitaten, wobei die Wand 
fur die Bindung zweiter Molekule (18) aktiviert ist, 

dadurch gekennzeichnet , daE 

der Boden nicht fur die Bindung zweiter Molekule (18) akti- 
viert ist. 

35. Mikrotiterplatte nach Anspruch 34, wobei an der Wand 
zweite Molekule (18) immobilisiert sind und der Boden im we- 
sentlichen keine immobilisieren zweiten Molekule (18) auf- 
weist . 

36. Mikrotiterplatte nach Anspruch 35 oder 36, wobei die 
Wand zumindest abschnittsweise aus einem porosen Material 
hergestellt ist. 

37. Mikrotiterplatte nach Anspruch 37, wobei das porose Ma- 
terial aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Zellulose, 
Nitrozellulose, Nylon, Agarose, Papier, Pappe. 
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38. Mikrotiterplatte nach einem der Anspruche 35 bis 38, wo- 
bei der Boden aus einem transparenten oder durchsichtigen Ma- 
terial hergestellt ist. 

39. Mikrotiterplatte nach Anspruch 35 bis 39, wobei dritte 
(23) oder vierte Molekule (24) mit der Wand oder den zweiten 
Molekulen (18) assoziiert sind. 

40. Verwendung von Kapillaren, an deren Wand zweite Molekule 
(18) immobilisiert sind, zur Durchf iihrung des Verfahrens nach 
einem der Anspruche 1-33. 

41. Verwendung nach Anspruch 41, wobei sich die Kapillaren 
eine die Art der zweiten Molekule (18) anzeigende Markierung 
aufweisen . 

42. Verwendung nach Anspruch 41 oder 42, wobei die dritten 
(23) oder vierten Molekule (24) mit der Wand oder den zweiten 
Molekulen (18) assoziiert sind. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 


<110> november Aktiengesellschaf t Gesellschaft fur Molekulare Medizin 

<120> Verfahren zum Nachweisen und/oder Quantif izieren des 
Bindens erster Molekule 

<130> 411674GA 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> SSXS kto ^lichen Seguenz : Will ku rlich 


<400> 1 

taacacaact ggtgtgctcc tgga 

<210> 2 

<211> 42 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

SuX2 ^"lichen „ illkllrlich 
<400> 2 

gagctaggac ctcttctgtc caggagcaca ccagttgtgt ta 


24 


42 
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